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(57) Abstract 



The invention concerns a peptide for the therapeutic or prophylactic treatment of hepatitis C, capable of reacting with a hepatitis 
C virus structure antigen specific antibody, comprising an amino acid sequence which imitates a conformational epitope of an antigen 
structure of said virus without, however, corresponding to a continuous amino acid sequence of said antigen, characterised in that said 
peptide comprises in particular assorted sequences 1 to 7. The invention also concerns a recombinant vector comprising a functional 
expression cassette for expressing a polynucleotide coding for said peptide. The invention further concerns a or composition for treating or 
preventing hepatitis C, in particular to be used as vaccine, whereof the active principle comprises said peptide, if required conjugate, and/or 
a recombinant vector coding for said peptide. The invention finally concerns the use of said peptide as reagent for diagnosing hepatitis C 
and/or susceptibility to chronicity in the event of hepatitis C infection. 

(57) Abr^ge 

Peptide pour le traitement therapeutique ou prophylactique de Fh6patite C, capable de reagir avec un anticorps specifique d'un antigene 
de structure du virus de l'hdpatite C, comprenant une sequence en acides amin6s qui mime un Epitope conformationnel d'un antigene de 
structure dudit virus sans toutefois correspondre a une sequence continue d' acides amin6s de cet antigene, caract6ris6 en ce que ce peptide 
comprend notamment au choix les sequences 1 a 7. Vecteur recombinant comprenant une cassette d' expression fonctionnelle permettant 
l'expression d'un polynucleotide codant pour un peptide selon l'invention. Composition therapeutique ou prophylactique de l'hdpatite C, 
notamment destine* a un usage vaccinal, dont le principe actif comprend un peptide de l'invention, le cas 6ch6ant conjugue*, et/ou un vecteur 
recombinant codant pour ledit peptide. Utilisation d'un peptide selon l'invention en tant que r£actif pour le diagnostic de l'h6patite C et/ou 
de la susceptibility a la chronicite en cas d'infection 6tablie par le virus de 1'hepatite C. 
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Mimotopes du Virus de V hepatite C 

La presente invention se rapporte au traitement et a la prevention de Thepatite C et 
notamment a tout peptide mimant des epitopes conformationels d'antigenes de structure 
5 du virus de 1'hepatite C (VHC) et a tout poly nucleotide integre dans un vecteur 
permettant Texpression desdits peptides et leur utilisation a des fins therapeutiques, 
prophylactiques, notamment vaccinates, et/ou de diagnostiques. 

Domaine de Tinvention 

10 

Le VHC est un virus enveloppe a ARN a brin positif et represente l'agent 
etiologique majeur de Thepatite non-A, non-B. Ce virus est implique dans les infections 
chroniques du foie et dans les complications tardives conduisant a une cirrhose du foie et a 
un carcinome hepato-cellulaire (HCC). Le virus est principalement transmis par le sang. 

15 

Les reactions immunitaires en reponse a Finfection semblent limitees ou tout au 
moins inadequates, la chronicite apparaissant dans 80 % des cas apres infection primaire. 
Les patients chroniquement infectes ont des taux sanguins anormalement eleves en 
enzymes provenant de la necrose des cellules hepatiques, notamment en alanine 
20 aminotransferase (ALAT), un taux eleve danticorps specifiques des antigenes viraux et 
presentent une viremie detectable par RT-PCR. Des etudes prospectives menees sur des 
donneurs de sang ont montre la coexistence de taux significatifs danticorps anti-HCV, de 
taux normaux en ALAT, et d'une viremie transitoire ou fluctuante ce qui suggere l'existence 
de porteurs sains de Tinfection. 

25 

II n'existe pas aujourd f hui de test commercialement disponible qui permet 
d'analyser la reponse humorale en distinguant les malades porteurs chroniques d'HCV, des 
patients ayant contractes une infection ancienne dont ils sont gueris, ou des porteurs sains. 

30 La cible principale du diagnostic HCV est la proteine structurale de la 

nucleocapside. Cette proteine est bien conservee parmi les differents genotypes d f HCV et 
les anticorps anti-capside sont presents chez la majorite des patients chroniquement 
infectes. (Manzini, P. et al., 1993. Liver 13:222-226 ; Bukh, J., et aL 1994. P.N.A.S. 
91:8239-8243 ; Harada, S., et al. 1991. J. Virol. 65:3015-3021). Par exemple, la proteine 

35 recombinante C22-3, couvrant les acides amines de 2 a 120 de la nucleocapside est le 
composant majeur des tests commerciaux anti-HCV dit "de seconde generation" (Hosein, 
B., et al. 1991. P.N.A.S. 88:3647-3651 ; Grakoui, A., et al. 1993. J. Virol. 67:2832-2843). 
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Le genome du virus de l'hepatite C consiste en 2 portions non codantes situees 
respectivement aux extremites 5' et 3' du genome encadrant un seul segment ouvert de 
lecture (ORF) qui code pour 3 proteines de structure ( la proteine nucleocapsidique ou core 
5 '(C), et les deux proteines d'enveloppe El et E2) et 6 proteines non structurelles (NS2, NS3, 
NS4a, NS4b, NS5a et NS5b) (Bukh, J., et al. 1995 Seminars in liver disease 15 : 41-63). Un 
precurseur poly proteique unique (Grakoui, A., et al. 1993. J. Virol 67:1385-1395 ; 
Grakoui, A., et al. 1993. P.N.A.S. 90:10583-10587 ; Grakoui, A., et al. 1993. J. Virol. 
67:2832-2843 ; Tanji, Y., et al. 1994. J. Virol 68:8418-8422 ; Manabe, S., et al. 1994. 

10 Virology 198:636-644) est directement traduit a partir de TARN viral (Choo, Q.L. et al. 
1989. Science 244:359-352) et subit des modifications post-traductionnelles a la fois par les 
proteases de l'hote et par des proteases virales (Manabe, S., et al. 1994. Virology 198:636- 
644 ; Hijikata, M., et al. 1993. J. Virol 67:4665-4675). Les proteines structurales, qui 
consistent en la capside C et les deux proteines d'enveloppe El et E2, sont generees par 

15 coupures sequentielles dans le premier tiers de la poly proteine, tandis que les proteines non 
structurales (NS2, NS3, NS4 et NS5) sont generees a partir des deux tiers restant. 

Plusieurs etudes basees sur la modelisation de la proteine avec des peptides 
synthetiques ont indique que la nucleocapside du HCV contient plusieurs epitopes lineaires 

20 fortement immunogenes (Chiba, J., H. et al. 1991. P.N.A.S. 88:4641-4645 ; Yoshikawa, A., 
K. et al. 1992. J. Immunol. Meth. 148:143-150 ; Parmley, S.F., et al. 1988. Gene 73:305- 
318 ; Winter, G., et al. Annu Rev Immunol 12:433-455 ; Kohler, G., et al. 1975. Nature : 
495-497 ; Huse, W.D., et al. 1989. Science 246:1275-1281 ; Hoogenboom, H.R., et al. 
1992. Immunol Rev 130:41-68 ; Burton, D.R., et al. 1994. In Advances in Immunology, 

25 Vol 57, vol. 57.F.J. Dixon, ed. Academic Press Inc, 525 B Street Suite 1900, San Diego, 
CA 92101-4495, p. 191-280 ; Marks, J.D., et al. 1992. Bio/Technology 10:779-783 ; 
Waterhouse, P., et al. 1993. Nucleic Acids Res 21:2265-2266 ; Mc Cafferty, J., et al. 1990. 
Nature 348:552-554). Inversement, on sait tres peu de chose a propos des epitopes naturels, 
conformationnels de la nucleocapside. Cela est principalement du au fait que tres peu 

30 d'anticorps ont ete produits a partir d'individus infectes par HCV (Siemoneit, K., et al. 1994. 
Hybridoma 13:9-13 ; Cerino, A., et al. 1993. J. Immunol. 151:7005-7015 ; Akastuka, T., et 
al. 1993. Hepatology 18:503-510)). 

Resume de Tinvention 

35 

Face a la problematique liee au risque important de developpement d'hepato 
carcinome ou de cirrhose consecutif a Tinfection par le VHC le besoin existe d'identifier 
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une composition pharmaceutique permettant de traiter efficacement ou de prevenir cette 
affection virale. 



II existe aussi un besoin de developper des reactifs rentrant notamment dans la 
5 composition de kits immunologiques qui permettent de distinguer entre les porteurs sains, 
les malades chroniquement infectes et les sujets gueris qui ont fait une infection ancienne. 



La presente invention vise a pallier ces besoins en identifiant des structures 
peptidiques pour le traitement therapeutique ou prophylactique de l'hepatite C capable de 
10 reagir avec un anticorps specifique d'un antigene de structure du VHC , comprenant une 
sequence en acides amines qui mime un epitope conformationnel d'un antigene de structure 
dudit virus sans toutefois correspondre a une sequence continue d'acides amines de cet 
antigene, caracterise en ce que ce peptide comprend notamment au choix les sequences 1 a 
7 suivantes 

15 

SEQIDNO: 1 
SEQ ID NO: 2 
SEQ ID NO : 3 
SEQ ID NO : 4 
20 SEQ ID NO : 5 

SEQ ID NO : 6 
SEQ ID NO: 7 



Gln-Leu-Ile-Thr-Lys-Pro-Leu 
His-Ala-Phe-Pro-His-Leu-His 
Ser-Ala-Pro-Ser-Ser-Lys-Asn 
Gly-Glu-Thr-Arg- Ala-Pro-Leu 
Ser-Val-Ser-Val-Gly-Met-Lys-Pro-Ser-Pro-Arg-Pro 
Trp-Gln-Ser-Tyr-Pro-Met-Phe-Asn-Asn-Thr-Leu-Thr 
Met-Leu-Pro-Ser-Val-Leu-Asp. 



La presente invention concerne egalement tout vecteur recombinant comprenant 
25 une cassette d'expression fonctioxmelle permettant l'expression d'un polynucleotide 
codant pour un peptide repondant aux criteres definis ci dessus. 

La presente invention concerne aussi une composition therapeutique ou 
prophylactique de l'hepatite C, notamment destine a un usage vaccinal, dont le principe 
30 actif comprend un peptide repondant aux criteres definis ci dessus et/ou un vecteur 
recombinant codant pour ledit peptide. 

Enfm la presente invention concerne aussi l'utilisation d'un peptide repondant aux 
criteres definis ci dessus en tant que reactif pour le diagnostic de l'hepatite C et/ou de la 
35 susceptibilite a la chronicite en cas d'infection etablie par le virus de l'hepatite C, ledit 
diagnostic comprenant revaluation, a partir d'un echantillon de sang, de la reponse 
humorale et/ou a mediation cellulaire specifique de ce peptide. 
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L'utilisation d'un peptide repondant aux criteres definis ci dessus en tant que 
reactif pour le diagnostic de 1'hepatite C et/ou de la susceptibilite a la chronicite en cas 
d'infection etablie par le virus de 1'hepatite C, ledit diagnostic comprenant revaluation de 
5 la reponse d' hypersensibilte retardee consecutive a radministration intradermique ou 
sous cutanee de ce peptide. 

L'utilisation d'un peptide repondant aux criteres definis ci dessus et/ou d'un 
vecteur recombinant codant pour ledit peptide pour la preparation d'une composition 
1 0 therapeutique ou prophylactique destinee au traitement ou a la prevention de 1'hepatite C. 

Description de Finvention 

Dans le contexte de la presente invention, differents termes employes sont ci-apres 

15 definis: 

"Par peptide" on entend une sequence d'au moins 6 acides amines lies entre eux par 
une liaison peptidique obtenu par synthese chimique ou par des techniques de 
recombinaison genetique, de preference entre 6 et 50 acides amines et notamment entre 20 
20 et 40 acides amines. 

"Par antigene de structure" on entend une entite moleculaire qui se lie au moins a 
un anticorps specifique tout en participant egalement a la configuration spatiale de l'objet 
dont il est issu, en l'occurrence ici le VHC. 

25 

"Par epitope conformationel" on entend une molecule qui constitue le site de liaison 
specifique a un anticorps et qui est representee par une sequence d'acides amines qui ne 
correspond pas a une sequence continue en acides aminees de la proteine naturelle contre 
laquelle est dirige cet anticorps. De preference, cette sequence en acides amines de l'epitope 
30 conformationnel n'est pas homologue a une sequence continue en acides amines de la 
proteine naturelle, 1'homologie etant definie par la combinaison des deux criteres 

- le critere d'identite des acides amines determine par le rapport entre le nombre d'acides 
amines d'un peptide selon l'invention qui sont identiques a ceux d'une sequence de 
35 meme taille portee par la proteine naturelle, et le nombre total d'acides amines dudit 

peptide. De preference l'identite en acides amines ne depassera pas de preference 50%, 
voire 60% ou 70% ou 80% ou meme 90%. 
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- Le critere d'identite d'enchainement determine par le rapport entre le nombre d'acides 
amines d'un peptide seion l'invention qui sont a la fois identiques et se trouvent a la 
meme position d'enchainement que ceux d'une sequence de meme taille portee par la 
proteine naturelle, et le nombre total decides amines dudit peptide. De preference 
5 l'identite d f enchainement ne depassera pas 70 a 80%. 

"Par mimotope" on entend un epitope qui mime la structure tridimensionnelle d'un 
autre epitope en se fixant sur le site de liaison specifique du meme anticorps 

10 'Tar CDR3" on entend la region hyper variable d'enchainement en acides amines de 

la chaine lourde et legere des immunoglobulines et qui se situe au niveau du site 
d'interaction specifique avec l'epitope. 

"Par conjugue" on entend Tassociation du peptide tel que defini dans l'invention a 
15 toute autre molecule, par des procedes physiques ou chimiques, ayant pour vocation 
d'induire ou de renforcer 1'immunogenicite du peptide de depart. 

"Par immunogenicite" on entend la capacite d'une entite moleculaire, apres 
inoculation a un mammifere, a induire une production d'anticorps specifiquement dirige 
20 contre cette entite. 

"Par poly nucleotide" on entend soit une sequence d'ARN, soit une sequence 
d'ADN, soit d'une sequence d'ADNc resultant de la transcription inverse d'une sequence 
d'origine naturelle ou de synthese, avec ou sans bases modifiees. 

25 

"Par voie muqueuse", on entend un mode d'administration qui met en contact 
directement la composition pharmaceutique avec les differents types de muqueuses de 
l'organisme. 

30 "Par voie parenterale", on entend un mode d'administration qui met directement en 

contact la composition pharmaceutique avec les tissus ou organes interne de l'organisme. 

L'invention vise done tout peptide qui mime un epitope conformationnel d'un 
antigene de structure du virus de l'hepatite C et qui est reconnu par un anticorps specifique 
35 de cet antigene. Un peptide selon l'invention peut etre represente avantageusement par 1'une 
des 7 sequences telle que suit 
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SEQ ID NO : 1 
SEQ ID NO : 2 
SEQ ID NO : 3 
SEQ ID NO : 4 
SEQ ID NO : 5 
SEQ ID NO : 6 
SEQ ID NO : 7 



Ser-Val-Ser-Val-Gly-Met-Lys-Pro-Ser-Pro-Arg-Pro 

Trp-Gln-Ser-Tyr-Pro-Met-Phe-Asn-Asn-Thr-Leu-Thr 

Met-Leu-Pro-Ser-Val-Leu-Asp. 



Gln-Leu-Ile-Thr-Lys-Pro-Leu 
His-AIa-Phe-Pro-His-Leu-His 
Ser-Ala-Pro-Ser-Ser-Lys-Asn 
Gly-Glu-Thr-Arg-Ala-Pro-Leu 



Des peptides synthetiques, representant des epitopes lineaires et tres 
immunogeniques de la nucleocapside ont deja ete identifies par 1'homme du metier 
(Siemoneit, K., et al. 1994. Hybridoma 13:9-13 ; Cerino, A, et al. 1993. J. Immunol. 
151:7005-7015 ; Akastuka, T., et al. 1993. Hepatology 18:503-510) sans toutefois etre 
capable d'isoler des epitopes conformationnels. 

A partir dune banque combinatoire d'anticorps obtenue a partir du sang 
peripherique d'un porteur sain asymptomatique du virus de l'hepatite C, defini en ce que la 
serologic vis a vis du VHC est positive, que le taux d'ALAT est normal et qu'il n'y a pas de 
viremie detectable par PCR, et d'une librairie synthetique de peptides, on peut identifier, 
par le biais de mimotopes, de nouveaux epitopes conformationnels presents sur les 
antigenes de structure du VHC, notamment des epitopes qui peuvent se situer dans la region 
comprise entre les acides amines 1 a 72 de la nucleocapside et en particulier dans la region 
comprise entre les acides amines 1 a 20 de la nucleocapside, de meme que des epitopes qui 
se situent dans la region comprise entre les acides amines 1 a 191 et la region comprise 
entre les acides amines 235 a 242 de la proteine d'enveloppe El ainsi que les epitopes qui se 
situent dans la region comprise entre les acides amines 1 a 396 et la region comprise entre 
les acides amines 429 et 570 de la proteine d'enveloppe E2. ^identification de ces 
mimotopes a necessite pour leur mise en oeuvre d'un processus technologique sophistique, a 
savoir : 

-la constitution d'une librairie combinatoire d'anticorps suffisamment complexe pour 
refleter au mieux le repertoire naturel en anticorps d'un individu, et de facon avantageuse le 
repertoire en anticorps d'un individu porteur sain du VHC ; 

la selection au sein de cette banque, d'anticorps recombinants specifiques d'antigenes de 
structure du VHC ; 

-la selection de peptides specifiques des anticorps recombinants, a partir d'une librairie 
synthetique aleatoire de peptides obtenue par recombinaison moleculaire, la dite selection 
pouvant se faire par ELISA ; 
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-la caracterisation de ces peptides comme etant des mimotopes d'epitopes conformationnels 
du VHC en ce qu'il n'y a pas de correspondance entre la sequence en acides amines dudit 
peptide avec une quelconque sequence continue en acides amines retrouves dans les 
antigenes de structure du VHC d'une part et d'autre part en ce que ce peptide est capable 
5 d'inhiber Interaction de l'anticorps recombinant avec 1'antigene de structure qui a servi a la 
selection du dit anticorps recombinant. 

Pour ce criblage on peut isoler deux anticorps recombinants specifiques, par 
exemple. Le premier, designe rFabC14, se caracterise principalement dans les chaines Vh3 

10 lourdes par un CDR3 (Complementary-Determining Region) de sequence 
DLYYDDMSYE, soit en code a 3 lettres Asp-Leu-Tyr-Tyr-Asp-Asp-Met-Ser-Tyr-Glu 
(SEQ ID NO: 8), et dans les chaines legeres V lam bdal d'un CDR3 de sequence 
GTWDNSLSA, soit Gly-Thr-Trp-Asp-Asn-Ser-Leu-Ser-Ala (SEQ ID NO: 9). Le 
deuxieme, designe rFabC3, se caracterise principalement dans les chaines V H 3 lourdes par 

15 un CDR3 de sequence DPLEYFDTSDYDFVDF, soit Asp-Pro-Leu-Glu-Tyr-Phe-Asp-Thr- 
Ser-Asp-Tyr-Asp-Phe-Val-Asp-Phe (SEQ ID NO : 10), et dans les chaines legeres V kappa 4 
d'un CDR3 de sequence QQYYSTP, soit Gln-Gln-Tyr-Tyr-Ser-Thr-Pro (SEQ ID NO : 11). 

L'homme du metier peut utiliser tout anticorps ayant un squelette de structure V H 3, 
20 Viambdal pour produire rFabC14 et tout anticorps de structure V H 3, V kap p a 4 pour produire 
rFabC3. II peut facilement reproduire ces anticorps, ayant les memes caracteristiques de 
reconnaissance, la production d' anticorps recombinants par mutagenese ou clonage a partir 
de CDR d'interet faisant partie des capacites normales de rhomme du metier. 

25 Ainsi des anticorps chimeres composes de sequences d' acides amines humaines et 

non humaines peuvent etre formes comme decrit par Winter et al. (1991) Nature 349 : 293 ; 
Lobuglio et al. (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86 : 4220 ; Shaw et al. (1987) J Immunol. 
138 : 4534 ; and Brown et al. (1987) Cancer Res. 47 : 3577 ; Riechmann et al. (1988) 
Nature 332 : 323 : Verhoeyen et al. (1988) Science 239 : 1534 ; Jones et al. (1986) Nature 

30 321 : 522 ; EP-A-5 19,596, ; GB-A-2,276,169. 

Pour induire ou plutot renforcer rimmunogenicite du peptide mimant un epitope 
conformationnel du VHC, la presente invention a egalement pour objet des peptides 
comprenant une repetition (2 ou plus) du peptide conforme a F invention ou une 
35 combinaison de differents peptides conformes a F invention, ainsi qu'a des peptides 
comprenant a la fois des repetitions et des combinaisons. 
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Dans de tels cas, les peptides peuvent etre joints par des liaisons covalentes ou des 
liaisons non covalentes, par exemple, on peut citer avantageusement la methode developpee 
par Posnett et al ( J. Biol. Chem. (1988) 263: 1719) qui rialtere pas le ou les epitopes porte 
par les peptides et aboutit a la formation d'octameres du meme peptide ou de peptides 
5 differents. 

Dans le cadre notamment des preparations antigeniques et des formulations 
vaccinales qui sont decrites ci-apres, on peut aussi preferer conjuguer par liaison covalente 
les peptides de F invention a des molecules immunogenes usuellement utilisees pour rendre 
10 immunogene les peptides de petite taille. 

Les peptides selon V invention peuvent ainsi etre conjugues aux proteines 
immunogenes connues telles que les serum albumines, thyroglobuline, ovalbumine, 
gelatine, hemocyanine (e.g. Keyhole Limpet Haemocyanin KLH), seroglobulines, anatoxine 
1 5 tetanique, etc. ou a des epitopes T helper parmi lesquelles on peut citer le theratope. 

Les techniques de conjugaison sont aussi parfaitement connues de l'homme de 
Tart. On peut recourir par exemple aux agents heterobifonctionnels tels que SPDP, 
carbodiimide, glutaraldehyde, systeme biotine/avidine, etc. 

20 

On peut aussi coupler les peptides a des lipopolysaccharides, polysaccharides, 1 
glycopeptides, analogues du muramyl peptide, acides gras, etc. De preference, on effectue le 
couplage d'un peptide avec un acide gras du type palmitoyl-lysine tel que decrit dans EP 
491628 (Biovector) ou (Pam)3 Cys-Ser tel que decrit dans EP547681 (Merck), par 
25 exemple, le contenu technique desdits brevets etant incorpore par reference dans Tobjet de 
Tinvention. 

Les methodes pour lier de maniere operationnelle des peptides individuels par des 
chaines laterales portant des residus d' acide amine, afin de former un conjugue 

30 immunogene, par exemple un polymere polypeptidique ramifie, sont aussi bien connues de 
Phomme de Tart. Par ces methodes, on cherche a etablir des liaisons sur differentes chaines 
laterales par un ou plusieurs types de groupes fonctionnels afin d'obtenir une structure dans 
laquelle les structures peptidiques sont liees par covalence tout en etant separees par au 
moins une chaine laterale. Comme groupes fonctionnels, on peut citer les groupes amines 

35 epsilon, les groupes beta- ou gamma carboxylique, les groupes thiol (-SH) et les cycles 
aromatiques (par exemple tyrosine et histidine). Des methodes pour lier des polypeptides a 
Taide de ces groupes fonctionnels sont decrites dans Erlanger (1980 Method of 
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Enzymology, 70 : 85), Aurameas et al. , (1978 Scand. J. Immunol. , Vol.8, suppL 7, 7-23) et 
US-A-4 193 795. En outre, il est egalement possible de mettre en oeuvre une reaction de 
couplage dirigee telle que decrite dans Rodwell et al. , (1985 Biotech 3, 889-894). Les 
peptides peuvent egalement etre modifies pour incorporer des bras d'espacement tels que 
5 hexamethylene diamine ou d'autres molecules bi-fonctionnelles de tailles similaires. 

Les peptides peuvent etre egalement formules avec de l'alum, du monophosphoryl 
Lipid A, pluronics, SAF1, Ribi trehalose-6,6-dimycolate ou autres composes 
immunostimulants connus de l'homme de Tart pour accroitre l'immunogenicite du peptide 
10 auquel ces composes sont lies. 

Neanmoins toutes ces methodes de conjugaison, de modification, de repetition ou 
de combinaison de peptides conformes a Finvention doivent respecter au mieux la 
conformation originelle du peptide. 

15 

La presente invention a aussi pour objet les fragments d'ADN isoles codant pour les 
peptides selon T invention et pouvant etre utilises pour produire les peptides par expression 
de la sequence d'ADN dans un systeme d'expression approprie. En tenant compte de la 
degenerescence du code, l'homme de Tart est parfaitement a meme de determiner les 
20 differentes sequences d'ADN aptes a coder pour les differents peptides conformes a 
T invention. 

Selon un premier aspect de Finvention, le systeme d'expression est un systeme 
d'expression in vitro pour la production des peptides en vue de leur utilisation ulterieure, e. 
25 g. comme reactif de diagnostic, comme composant antigenique ou comme composant 
vaccinal. De tels systemes ou vecteurs d'expression in vitro sont parfaitement connus de 
l'homme du metier et Ton peut citer a titre d'exemple les bacteries telles que E. Coli, les 
cellules eucaryotes telles que les levures, notamment S. cerevisiae, le baculovirus, 
notamment propage sur cellules d'insectes, etc. 

30 

L'invention a done aussi pour objet une cassette d'expression comprenant un tel 
fragment d'ADN et des sequences regulatrices permettant 1'expression de ce fragment 
d'ADN dans un systeme d'expression in vitro approprie. 

35 Selon un deuxieme aspect de l'invention le systeme d'expression est un systeme 

d'expression in vivo pour generer chez le patient traite une reaction immunitaire, de 
preference protectrice. En d'autres termes, le systeme d'expression, qui peut etre replicatif 
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ou non replicatif, va exprimer le peptide in vivo. L'homme du metier a a sa disposition de 
tels systemes. A titre d'exemples preferes, on peut citer les plasmides, notamment 
plasmides nus, e. g. selon WO-A-90 11092, WO-A-93 19813, WO-A-94 21797 et WO-A- 
95 20660, les poxvirus , tels que le virus de la vaccine et les pox aviaires (fowlpox, 
5 pigeonpox, canarypox, etc.), les adenovirus, etc. 

L'invention a done aussi pour objet des cassettes d'expression comprenant un tel 
fragment d'ADN et les moyens de regulation de l'expression dans le systeme d'expression 
choisi. Elle a aussi pour objet le systeme d'expression ou vecteur d'expression, comprenant 
1 0 une telle cassette d'expression, en particulier plasmide, poxvirus, adenovirus, comme vu ci- 
dessus. 



L'invention se rapporte egalement a 1'utilisation d'au moins un peptide conforme a 
invention en association ou non avec au moins un vecteur recombinant conforme a 

15 l'invention pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir ou a 
guerir d'une affection liee a l'hepatite C. Une composition selon invention peut 
comprendre des preparations pouvant etre sous forme de cremes, de poudres lyophilisees ou 
non, de solutions, de suspensions, pour des administrations par voie muqueuse telle qu'oral, 
nasal, rectal, genital, cutanee, par exemple. Pour des administrations parenterales telle que 

20 intra dermique, sous cutanee, intra musculaire, intra veineuse, intra arteriel, intra 
lymphatique ou intra peritoneale, par exemple, les preparations injectables steriles pourront 
etre selon les cas sous forme de solutions, de suspensions ou d'emulsions. Outre le ou les 
principes actifs, conforme a l'objet de l'invention, les preparations pourront contenir des 
excipients et/ou des agents stabilisants adaptes au mode d'administration. 



25 



Les preparations destinees a un usage vaccinal pourront egalement contenir des 
adjuvants ou etre incorporees dans des systemes de delivrance compatibles avec un usage 
en medecine humaine. On peut rapporter notamment l'usage des adjuvants comme 1'Alum 
(Aluminium phosphate ou hydroxyde d'aluminium) incorpore de fa9on classique dans les 
30 vaccins, l'adjuvant incomplet de Freund, Lipide A monophosphoryle (MPL), QS21, 
Polyphosphate, muramyl dipeptide (MDP) ou ses derives, l'usage de systeme de 
delivrance de l'antigene comme les emulsions (MF59, SAF1,RIBI,SB 62), les ISCOMS, les 
liposomes, les micro spheres composees de polymeres de PLGA de diametre bien calibre, 
ou eventuellement les pseudo virions. 



35 



Les doses et voies d'administration de ces compositions pharmaceutiques seront 
determinees en prenant en compte la nature de la composition, le niveau d'expression du 
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peptide d'interet par le vecteur recombinant s'il est inclus dans la preparation, de l'age, du 
sexe et du poids de l'individu recevant la preparation. II sera egalement tenu compte de 
l'importance relative de la molecule porteuse dans le conjugue s'il est inclus dans la 
composition. 

5 

Compte tenu de tous ces facteurs qui sont connus et apprecies par l'homme du 
metier, les doses de peptides administrees pourront atteindre 1 a 5 mg mais plus 
generalement se situeront entre 5ug et 1 mg par injection, de preference 50 a 500ug. Le 
vecteur recombinant codant pour le peptide d'interet pourra etre administre ou utilise pour 

10 transfecter ou infecter les cellules d'interet a une dose minimale de 10 3,5 unites infectantes 
(pfu). De facon preferentielle, le vecteur recombinant sera utilise dans une echelle de dose 
allant de 10 4 a 10 10 pfu en fonction de l'efficacite d'expression du peptide par ce vecteur et 
notamment dans une echelle de dose allant de 10 6 a 10 9 pfu, par exemple. Lorsque la 
composition pharmaceutique comprend plusieurs vecteurs recombinant codant pour des 

15 peptides d'interet different, il est bien entendu que ces memes echelles de doses pourront 
etre appliquees a ces combinaisons. L'homme de l'art pourra se referer aux protocoles et 
essais cliniques utilisant des preparations a base de vecteurs recombinants, notamment les 
pox virus recombinants, les adenovirus recombinants, deja realises chez l'homme pour 
convenir du nombre approprie de pfu que doit renfermer la composition pharmaceutique. 

20 

Lorsque la composition pharmaceutique comprend un plasmide contenant le 
systeme d'expression du peptide d'interet, le dosage devra etre suffisant pour induire une 
reponse au moins equivalente a celle du produit sous forme de peptide modifie ou non et/ou 
induire un niveau d'expression du peptide equivalent a celui obtenu a l'aide des vecteurs 

25 recombinants deja cites. Par exemple, les quantites de plasmides contenus dans les 
compositions pharmaceutiques pourront se situer dans des echelles allant de lug a lOOmg, 
de facon preferentielle entre 0,lmg a lOmg. L'homme de l'art pourra se referer aux 
protocoles et essais cliniques deja realises chez rhomme, utilisant des preparations d'ADN 
plasmidique pour convenir de la dose de plasmide que doit renfermer la composition 

30 pharmaceutique. 



Pour la prevention de l'hepatite C, la composition pharmaceutique pourra etre 
administree en une seule fois ou a plusieurs reprises pour atteindre le niveau de reponse 
desiree, notamment le niveau et la qualite de la reponse anticorps et/ou a mediation 
cellulaire specifique desiree, identifiee comme celle garantissant la protection vis a vis 
d'une contamination accidentelle. Pour atteindre cet objectif il pourra etre necessaire, outre 
la composition de la preparation, la voix d'administration choisie, de respecter les delais 
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impartis entre chaque injection, qui peuvent etre de fa<?on preferentielle de 1 mois, 2 mois 
ou 6 mois et/ou de faire usage de fa?on combinee ou seriee pendant la duree du protocole 
medical, notamment vaccinal, de compositions pharmaceutiques differentes se rapportant 
au peptide, au vecteur recombinant ou au plasmide d'interet que Fhomme de Fart est capable 
5 de maitriser. II pourra etre egalement necessaire pour maintenir le niveau de protection de 
pratiquer des injections de rappel a intervalles reguliers. 

Pour le traitement de l'hepatite C la composition pharmaceutique, notamment 
vaccinale, pourra etre administree en une seule fois ou a plusieurs reprises et de fa9on 

10 pouvant etre tres rapprochee, notamment dans des delais inferieurs a une semaine, pour 
atteindre le niveau de reponse desiree, notamment celui qui permet de constater 1'absence 
de virus de l'hepatite C dans le sang par le test PCR. A titre d'exemple, Fhomme de Tart 
pourra se referer au protocole utilise par Pol S., et al. 1998 Acta Gastroenterol. Belg. 
61:228, pour le traitement de l'hepatite B chronique utilisant un antigene vaccinal de 

15 l'enveloppe de Fhepatite B. Au besoin, la composition pharmaceutique comprenant le 
peptide, le vecteur ou le plasmide d'interet pourra etre associe ou utilise en alternance avec 
un traitement conventionnel de cette affection, notamment Finterferon a. 

Que ce soit pour la prevention ou le traitement de Fhepatite C il pourra etre 
20 egalement utile d'utiliser la composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs 
peptides d'interet, le ou les vecteurs recombinants d'interet correspondants ainsi que le ou 
les plasmides d'interet pour stimuler les cellules du systeme immunitaire du patient in vitro 
ou ex vivo et de les reinjecter ensuite dans l'organisme de Findividu. Cette methodologie a 
notamment ete developpee dans le traitement immunotherapeutique du cancer. 

25 

L'invention a pour objet enfin Futilisation des peptides d'interet en tant que reactif 
pour le diagnostic de Fhepatite C et/ou de la susceptibilite a la chronicite en cas d'infection 
etablie. Pour la premiere fois des epitopes conformationnels d'antigenes de structure du 
VHC ont ete definis. On peut done utiliser ces peptides, a des fins diagnostiques, pour 
30 rechercher preferentiellement des anticorps protecteurs du VHC, qui, tres souvent 
reconnaissent des epitopes conformationnels et permettre ainsi de distinguer les individus 
porteurs sains ou ayant contracte une infection ancienne dont ils sont gueris ( possedant des 
anticorps protecteurs) de ceux qui sont chroniquement infectes ( ne possedant pas 
d'anticorps protecteurs). 

35 

La presente invention a done aussi pour objet une methode de diagnostique de 
l'hepatite C et/ou de susceptibilite a la chronicite en cas d'infection etablie, la dite methode 
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etant basee sur Tanalyse de la reponse humorale, de la reponse a mediation cellulaire et/ou 
de la reponse d'hypersensibilite retardee. 

Pour l'analyse de la reponse humorale on pourra utiliser des methodes immuno- 
5 enzymatiques, radio-immunologies ou de western blotting bien connues de l'homme du 
metier, comme par exemple les methodes ELISA, RIA, RIPA ou IRMA. 

Pour l'analyse de rimmunite a mediation cellulaire on pourra mettre en contact les 
peptides conforme a l'invention avec des cellules humaines du systeme immunitaire et 
10 evaluer la reponse lymphoproliferative specifique comme cela est bien connu de l'homme 
du metier. On peut enfin evaluer la reponse d'hypersensibilite retardee en administrant le 
peptide d'interet par voie intra dermique ou sous cutanee et en mesurant 1'intensite de la 
reponse inflammatoire locale tardive qui s'observe generalement dans un delai d'au moins 6 
heures apres Tinjection et de fa9on preferentielle entre 18 et 48 heures apres l'injection. 

15 

Description des figures 

La figure 1 represente les caracteristiques de reconnaissance des 12 isolats "positifs" 
vis a vis de differents fragments de la nucleocapside du VHC (antigenes M48, S18D, V22G 
20 etP42Y) par ELISA. 

Les figures 2-4 represented les courbes d'inhibition de la liaison, respectivement, du 
FabC3 soluble, du FabC14 soluble et de Tanticorps monoclonal 2C6F6 a l'antigene de la 
nucleocapside M48 en presence de concentrations croissantes (de raison 10) en peptides 
25 ayant pour sequences QLITKPL, HAFPHLH ou SAPSSKN, obtenues par competition en 
ELISA. 

La presente invention est decrite plus en detail ci-apres a Taide du complement de 
description qui va suivre, qui se refere a des exemples de selection d f anticorps diriges contre 
30 les antigenes de structure du VHC, de selection de peptides selon invention, de 
compositions vaccinales selon Tinvention et d'utilisation des peptides selon l'invention pour 
le diagnostic de l'hepatite C. II va de soi, toutefois que ces exemples sont donnes a titre 
d'illustration de Tobjet de l'invention dont ils ne constituent en aucune maniere une 
limitation. 



35 
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Exemple 1 : Selection de peptides 

1) La fabrication d'anticorps recombinants utilisant des methodes de biologie moleculaire 
se sont largement developpees depuis les dix dernieres annees et sont maintenant bien 
connues de l'homme du metier. II est aussi connu que la specificite d'un anticorps 
recombinant est portee essentiellement par les CDR3 des chaines legeres et lourdes. La 
connaissance de l'enchainement en acides amines qui represente le CDR3 et de la 
structure du squelette des chaines lourdes et legeres d'un anticorps donne est suffisante 
pour que l'homme de metier puisse reproduire et reconstituer un anticorps recombinant 
equivalent ayant les memes caracteristiques de reconnaissance dudit anticorps. 
Les sequences codant pour les parties de chaines lourdes et legeres des molecules Fab 
selectionnees peuvent etre isolees et synthetisees, et donees dans tout vecteur 
ou replicon permettant leur expression. 

Tout systeme d' expression approprie peut etre utilise, par exemple bacteries, levures, 
cellules d'insecte, d'amphibien et de mammifere. Les systemes d'expression dans la 
bacterie incluent ceux decrits dans Chang et al. (1978) Nature 275 : 615, Goeddel et al. 
(1979) Nature 281 : 544, Goeddel et al. (1980) Nucleic Acids Res. 8 : 4057, EP-A- 
36,776, US-A-4,55 1,433, deBoer et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 : 21-25, 
and Siebenlist et al. (1980) Cell 20 : 269. Les systemes d'expression dans les levures 
incluent ceux decrit dans Hinnen et al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 : 1929, Ito 
et al. (1983) J. Bacterid. 153 : 163, Kurtz et al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6 : 142, Kunze 
et al. (1985) J. Basic Microbiol. 25 : 141, Gleeson et al. (1986) J. Gen. Microbiol. 132 : 
3459, Pvoggenkamp et al. (1986) Mol. Gen. Genet. 202 : 302, Das et al. (1984) J. 
Bacteriol. 158 : 1165, De Louvencourt et al. (1983) J. Bacteriol. 154 : 737, Van den 
Berg et al. (1990) Bio/Technology 8 : 135, Kunze et al. (1985) J. Basic Microbiol. 25 : 
141, Cregg et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5 : 3376, US-A- 4,837,148 et 4,929,555, Beach 
et al. (1981) Nature 300 : 706, Davidow et al. (1985) Curr. Genet. 10 : 380, Gaillardin 
et al. (1985) Curr. Genet. 10 : 49, Ballance et al. (1983) Biochem. Biophys. Res. 
Commun. 112 : 284-289, Tilburn et al. (1983) Gene 26 : 205-221, Yelton et al. (1984) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 : 1470-1474, Kelly et al. (1985) EMBO J. 4 : 475479 ; 
EP-A-244,234 et WO-A-91/00357. L'expression de genes heterologues dans les 
insectes peut etre realisee comme decrit dans US-A-4,745,051, EP-A- 127,839 et EP-A- 
155,476, Vlak et al. (1988) J. Gen. Virol. 69 : 765-776, Miller et al. (1988) Ann. Rev. 
Microbiol. 42 : 177, Carbonell et al. (1988) Gene 73 : 409, Maeda et al. (1985) Nature 
315 : 592-594, Lebacq-Verheyden et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8 : 3129, Smith et al. 
(1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 : 8404, Miyajima et al. (1987) Gene 58 : 273, et 
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Martin et al. (1988) DNA 7 : 99. De nombreux souches et variants de baculovirus et 
cellules d'insectes permissives sont decrits dans Luckow et al. (1988) Bio/Technology 
6 : 47-55, Miller et al. (1986) GENERIC ENGINEERING , Setlow, J.K. et al. Eds. Vol. 
8, Plenum Publishing, pp. 277-279, and Maeda et al. (1985) Nature 315 : 592-594. 
L'expression en cellules de mammifere peut etre realisee comme decrit dans Dijkema et 
al. (1985) EMBO J. 4 : 761, Gorman et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 : 6777, 
Boshart et al. (1985) Cell 41 : 521, et US-A-4,399,216. On peut aussi se reporter a 
Ham et al. (1979) Meth. Enz. 58 : 44, Barnes et al. (1980) Anal. Biochem. 102 : 255, 
US-A-4,767,704, 4,657,866 ; 4,927,762 ; 4,560,655 ; brevet US RE 30,985, WO-A- 
90/103430 et WO-A-87/00195. 

Nous avons ainsi utilise les lymphocytes du sang peripherique provenant d'un porteur 
sain du VHC comme materiel de depart pour produire la librairie combinatoire 
d'anticorps. LADNc des lymphocytes a ete obtenu a partir de TARN en utilisant une 
methodologie developpee par Sodoyer R. et al. (1997) Human Antibodies 8: 37. La 
librairie de chaines lourdes et legeres a ete constitute en utilisant les phagemides pVH 
(pM 831) et pVL (pM452). Les deux librairies ont ete ensuite associees de facon 
"Random" par sous clonage des genes VL dans la librairie de chaines lourdes. La 
librairie de phagemides obtenue est ensuite infectee par le phage helper Ml 3 VCS 
permettant ainsi l'expression des Fab a la surface des phages. Apres une premiere 
selection des phages exprimant les Fab a leur surface par "panning" contre une 
portion de l'antigene de la capside ( CI 19) qui correspond a la portion N terminale de 
la capside allant de l'acide amine 1 a 1 19, ils sont soumis a un deuxieme cycle de 
selection contre l'antigene M48 qui correspond a la portion N terminale de la capside 
allant de l'acide amine 1 a 48. 12 isolats ont ete caracterises comme reconnaissant 1 
'antigene M48 parmi lesquels ceux exprimant l'anticorps r FabC3 et r FabC14 ( voir 
figure 1). De plus, r FabC3 reconnait bien l'antigene S18D qui correspond a la portion 
N terminale de la capside allant de l'acide amine 2 a 21. Par contre, r FabC14 ne 
reconnait pas S18D. La sequence nucleotidique complete de ces 2 anticorps 
recombinants a ete realisee. rFab C3 contient une chaine lourde VH3 associee a 
Kappa 4 dont les CDR3 ont pour sequence respective DPLEYFDTSDYDFVDF, soit 
Asp-Pro-Leu-Glu-Tyr-Phe-Asp-Thr-Ser-Asp-Tyr-Asp-Phe-Val-Asp-Phe (SEQ ID NO : 
10), et QQYYSTP, soit Gln-Gln-Tyr-Tyr-Ser-Thr-Pro (SEQ ID NO: 11). RFabC14 
contient une chaine lourde VH3 associee a une chaine legere lambdal dont les CDR3 
ont pour sequence respective DLYYDDMSYE, soit en code a 3 lettres Asp-Leu-Tyr- 
Tyr-Asp-Asp-Met-Ser-Tyr-Glu (SEQ ID NO : 8), et GTWDNSLSA, soit Gly-Thr-Trp- 
Asp-Asn-Ser-Leu-Ser-Ala (SEQ ID NO : 9). 
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2) L'anticorps monoclonal H2, dirige contre les proteines d'enveloppe El et E2 du VHC a 
ete utilise pour l'identification de mimotopes de l'enveloppe du VHC. Le precede 
d'obtention et les caracteristiques de cet anticorps sont decrits de facon precise dans 
W09729129 (Institut Pasteur). Le clone produisant l'anticorps monoclonal a ete depose 
le 9 fevrier 1996 sous le numero de depot CNCM 1-1673 aupres de la Collection 
Nationale de Cultures de microorganismes de l'lnstitut Pasteur (CNCM) et est done 
accessible au public. L'homme du metier pourra done aisement reproduire l'invention, et 
notamment selectionner les mimotopes de l'enveloppe du VHC en utilisant cet anticorps 
monoclonal ou reproduire un equivalent de cet anticorps en utilisant les outils 
classiques de la biologie moleculaire. A partir du clone, on sequence l'ADN qui code 
pour les immunoglobulines et notamment les fragments CDR3 de la chaine lourdes des 
immunoglobulines. Connaissant la structure du squelette des chaines lourdes et legeres 
de l'immunoglobuline monoclonale d'une part et du CDR3 d'autre part, il est alors facile 
de reproduire un equivalent de l'anticorps monoclonal H2 par substitution du CDR3 
d'une autre immunoglobuline par le CDR3 porte par l'anticorps monoclonal H2. 

3) Selection des peptides d'interet: les peptides, parmi lesquels ceux comprenant les 
sequences 1 a 7 (voir la liste de sequence ci-apres) peuvent etre obtenus a partir d'une 
librairie de peptides ou preparee par synthese chimique classique. Une telle synthese 
peut etre realisee en solution homogene ou en phase solide. En solution homogene, on 
precede selon la methode decrite par Houbenweyl dans l'ouvrage "Methode der 
organishen Chemie" edite par E. Wunsh, vol. 15-1 et II, THIEME, Stuttgart, 1974. En 
phase solide, on precede selon la methode decrite par Atherton et Shepart dans leur 
ouvrage "Solid phase peptide synthesis", IRL Press, Oxford, 1989. 

Une banque de phages exprimant des peptides random a leur surface commercialement 
disponible (pHD7, NEB) a ete utilisee pour caracteriser la structure des epitopes 
reconnus par les Fab solubles correspondant aux Fab exprimes a la surface des 12 
isolats positifs. Les Fab solubles (sFab) sont derives par excision du gene in des isolats 
positifs. Ces sFab sont ensuite utilises pour sensibiliser des immunotubes qui servent a 
la selection, par panning, au sein de la librairie de phages exprimant les peptides random 
ceux qui interagissent specifiquement avec les Fab d'interet. Apres plusieurs cycles 
d'amplification et de selection selon des procedures standard (Maniatis et al.), les phages 
specifiques selectionnes sont amplifies dans E. Coli. Des mini preparations d'ADN 
phagiques sont realisees selon les procedures decrites dans les ouvrages de Maniatis, 
l'ADN est sequence a l'aide d'un sequenceur automatique a partir duquel on en deduit la 
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sequence du peptide exprime par le phage. A titre d'exemple les peptides contenant les 
sequences Gln-Leu-Ile-Thr-Lys-Pro-Leu, His-Ala-Phe-Pro-His-Leu-His et Ser-Ala-Pro- 
Ser-Ser-Lys-Asn ont ete isoles en utilisant les anticorps recombinants FabC3 et FabC14. 
Ces peptides sont capables d'inhiber totalement Interaction de l'anticorps FabC3 et 
FabC14 avec l'antigene M48 alors qu'ils n'ont pas cet effet inhibiteur vis a vis d'un 
anticorps monoclonal 2C6F6 qui reconnait un epitope lineaire situe entre les acides 
amines 18 et 24 de l'antigene M48 (figs 2 a 4). De meme, les peptides contenant les 
sequences Gly-Glu-Thr-Arg-Ala-Pro-Leu, Ser-Val-Ser-Val-Gly-Met-Lys-Pro-Ser-Pro- 
Arg-Pro, Tip-Gln-Ser-Tyr-Pro-Met-Phe-Asn-Asn-Thr-Leu-Thr et Met-Leu-Pro-Ser-Val- 
Leu-Asp ont ete isoles en utilisant l'anticorps monoclonal H2. Ces memes sequences 
sont reconnues egalement par d'autres anticorps monoclonaux specifiques de l'enveloppe 
duVHC. 



Exemple 2 : Formulations vaccinates 

15 

Un peptide selon l'exemple 1 est produit par synthese chimique ("Methode der organishen 
Chemie" edite par E. Wunsh, vol. 15-1 et II, THIEME, Stuttgart, 1974 ; Atherton et Shepart 
dans leur ouvrage "Solid phase peptide synthesis", IRL Press, Oxford, 1989 ) ou obtenu a 
partir du produit d'expression d'un vecteur recombinant et notamment d'un baculovirus 

20 recombinant en utilisant les techniques developpees par Smith et al USA 4,745,051. Des 
emulsions eau dans huile sont ensuite preparees en utilisant le squalene comme constituant 
de la phase organique, le Tween 80 ou un melange de Tween 80 et de SPAN comme 
surfactant, la phase aqueuse contenant la solution de peptide. Lorsque l'hydophobicite du 
peptide est tres importante, on procede a la realisation d* emulsions huile dans eau dans 

25 lesquelles le peptide sera associe a la phase organique. Au besoin des immunostimulants 
comme le QS 21, des derives du MPL ou tout autre adjuvant sont incorpores dans la 
preparation de ces emulsions. 



Exemple 3 : Formulations vaccinales 

On prepare une formulation vaccinale a base de liposomes contenant un peptide selon 
l'exemple 1 en se referant aux ouvrages tels que " Liposomes as Drug Carriers " edite par 
G. Gregoriadis, 1988, ou aux volumes 1 a 3 de "Liposome Technology edite par G. 
Gregoriadis, 1984. 
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Exemple 4 : Formulations vaccinates 

On prepare une formulation vaccinate a base d'ISCOMs contenant un peptide selon 
l'exemple 1 en se referant aux articles de reference de B Morein et al, 1984, Nature 308:457 
5 ou Immunology toDay, 1987, 8(1 1) : 333. 

Exemple 5 : Formulations vaccinates 

On prepare une formulation vaccinate a base de micro particules comprenant un peptide 

1 0 selon l'exemple 1 mimant un epitope conformationnel d'antigene de structure du VHC. Pour 
la preparation de micro particules ou de nanoparticules, de nombreux polymeres 
synthetiques ou naturels sont utilises comme le polymere de methyl metacrylate (Troster 
S.D. et al, 1992, J. Micro-encaps. 9:19) mais souvent le poly (d, 1-lactide- co-glycolide) 
encore appele PLGA est le referent du fait de sa biodegrabilite, de son innocuite et de ses 

15 applications deja anciennes dans le domaine medical. Les micro particules de PLGA 
chargees en peptides sont preparees notamment par double emulsion eau dans huile dans 
eau. Le peptide est solubilise en phase aqueuse puis emulsionne dans une solution de PLGA 
en phase organique comme le dichloromethane. L'emulsion eau dans huile est obtenue par 
agitation a haute vitesse de la solution de peptide dans la solution organique de PLGA. Puis 

20 une seconde phase aqueuse contenant une concentration appropriee de surfactant tel que 
l'alcool polyvinylique est ajoutee a la premiere emulsion pour realiser ainsi la double 
emulsion. D'autres surfactants sont egalement utilises comme les sels biliaires ou le poly 
(oxyethylene glycerol monoleate ) pour stabiliser la double emulsion (Rafati H et al., 1997, 
Vaccine 15 : 1888). Apres agitation pendant une nuit pour permettre l'evaporation du 

25 solvant, les micro particules de PLGA sont lavees plusieurs fois dans l'eau distillee puis 
lyophilisee et gardees a 5°C. 

Exemple 6 : Composition vaccinate 

30 Les peptides qui component moins de 20 acides amines peuvent etre faiblement 
immunogeniques. Pour augmenter l'immunogenicite des peptides selon l'exemple 1, on 
prepare une formulation vaccinate a base de polymeres du meme peptide ou de peptides 
differents, sous forme d'octameres comprenant une structure poly-lysine ramifiee a 8 bras 
lateraux sur lesquels sont fixes le meme peptide ou des peptides differents selon l'exemple 1 

35 en mettant en ceuvre le procede developpe par Posnett D.N et al. (1988) J. Biol. Chem. 263 
: 1719. 
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Exemple 7 : Composition vaccinate 

On prepare une formulation vaccinate comprenant un peptide selon l'exemple 1 couple a 
une molecule porteuse comme l'anatoxine tetanique ou diphterique en utilisant des precedes 
5 bien connus de l'homme de metier. Neanmoins, pour conserver au mieux la conformation 
du site antigenique porte par le peptide l'usage de "bras espaceurs" est recommande de 
meme qu'il faut eviter autant que possible le recours au glutaraldehyde comme agent de 
conjugaison. 

10 Exemple 8 : Composition vaccinate comprenant un lipopeptide 

On prepare une formulation vaccinate comprenant un peptide selon l'exemple 1 couple a 
une ou plusieurs chaines derives d'acides gras parmi lesquels la Ne palmitoyl-lysine, la 
N,N-dipalmitoyl-lysine, le pimelautide, le trimexautide ou a un groupement steroidique 
1 5 parmi lesquels le NB[(cholest-5-enyl-3-oxy)-acetyl)]-lysine ou l'acide (cholest-5-enyl-3-oxy) 
acetique selon le precede decrit dans le brevet EP0491628 (INSERM) de facon a obtenir 
un lipopeptide. 



20 



Exemple 9 : Expression des peptides par des poxvirus 



On prepare une composition vaccinate comprenant un poxvirus recombinant codant pour 
un peptide selon l'exemple 1 mimant un epitope conformationnel d'antigene de structure du 
VHC. Les poxvirus recombinants sont obtenus par recombinaison homologue, par exemple, 
en utilisant des cassettes d'expression (plasmide) contenant le poly nucleotide qui code pour 
25 le peptide d'interet sous la dependance de promoteurs des poxvirus ( H6, I3L) selon les 
precedes decrits dans US 5,863,542. 

Exemple 10 : Combinaison de peptides 

30 On prepare une composition vaccinate comprenant plusieurs peptides selon l'exemple 1 en 
utilisant les memes modes de preparations developpes dans les exemples 1 a 8, peptides qui 
peuvent etre sous forme de conjugues ou non, comprenant ou non les sequences 1 a 7 citees 
dans la liste des sequences. On prepare notamment une composition vaccinate comprenant 
a la fois un ou des peptides mimant un ou des epitopes conformationnels de la 

35 nucleocapside et un ou des peptides mimant un ou des epitopes conformationnels de 
l'enveloppe du VHC 



WO 99/58561 



PCT/FR99/01155 



Exemple 1 1 : Expression de plusieurs peptides par un poxvirus 

On prepare une composition vaccinale comprenant un poxvirus recombinant codant pour 
plusieurs peptides selon l'exemplel. L'utilisation et la preparation de vecteurs recombinants 
5 codant pour plusieurs epitopes est bien connu de rhomme de metier ( Toes RE et al. (1997) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 14660 , Thomson SA et al. (1996) J. Immunol. 157: 822) et 
est applicable aussi a la preparation de poxvirus recombinants codant pour des mimotopes 
multiples. On prepare notamment une composition vaccinale comprenant un canaripox 
recombinant ( ALVAC recombinant) codant pour des mimotopes multiples de la 
1 0 nucleocapside et de l'enveloppe du VHC. 

Exemple 13 : Diagnostic 

On met en oeuvre une detection d'anticorps specifiques du VHC par ELISA en utilisant un 
15 ou plusieurs peptides selon l'exemplel pour le diagnostic de l'hepatite C a partir d'un 
echantillon biologique. Pour cela, on preleve un echantillon de fluide physiologique (sang, 
plasma, serum), echantillon que Ton fait ensuite reagir en presence d'un peptide selon 
Tinvention. On utilise le peptide lui-meme comme reactif de diagnostic. On recourt 
generalement 

20 -soit a un test de diagnostic indirect, de type ELISA dans lequel le peptide fixe sur un 
support ( puits) est mis en presence de l'echantillon a tester, tandis que la revelation de la 
fixation antigene-anticorps est assuree par un anti-Ig marque. 

-soit a un test par competition ou de deplacement, dans lequel on utilise un peptide selon 
l'exemple 1, et un anticorps marque specifique du peptide. Le peptide est la aussi fixe a un 

25 support solide. Dans le test de competition, on met le peptide fixe a son support 
simultanement en presence de l'echantillon (anticorps de l'echantillon) et d'un anticorps 
marque specifique du peptide. On utilise comme anticorps marques des anticorps couples 
a la peroxydase. Dans le test de competition ou de deplacement on utilise egalement des 
anticorps monoclonaux et polyclonaux ou anticorps recombinants specifiques du peptide 

30 selon l'exemple 1 , qui sont parfois sous forme de fragments Fab ou F(ab') 2 . 

Exemple 13 : Diagnostic 



35 



On met en oeuvre une detection d'anticorps specifiques du VHC par 
immunochromatographie en utilisant un ou plusieurs peptides selon Tinvention pour le 
diagnostic de l'hepatite C a partir d'un echantillon biologique 
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Pour cela, le peptide selon l'exemple 1 est fixe sur un support de type bandelette et on se 
refere a l'article de Robert F.N Zurk et al., Clin. Chem. 31/7, 1144-1150 (1985) ainsi 
qu'aux brevets ou demandes de brevet WO-A-88/08 534, WO-A-91/12528, EP-A-291 176, 
EP-A-299 428, EP-A-291 194, EP-A-284 232, US-A-5 120 643, US-A-5 030 558, US-A-5 
266 497, US-A-4 740 468, US-A-5 266 497, US-A-4 855 240, US-A-5 451 504, US-A-5 
141 850, US-A-5 232 835 et US-A-5 238 652 pour mettre en ceuvre le precede. 

Exemple 14 : Diagnostic 



On met en ceuvre une etude de la reponse lymphoproliferative specifique a un ou plusieurs 
peptides selon l'exemple 1 pour le diagnostic de l'hepatite C a partir dun echantillon 
biologique. Le sang du patient est recueilli sur tube heparine. Les lymphocytes sont ensuite 
separes par centrifugation sur Ficoll hypaque puis distribues en micro plaques 96 puits 
steriles a raison de 2 10 5 cellules par puits a fond rond sous un volume final de 200ul de 
milieu de culture complet ( RPMI 1640 supplement par 25mM HEPES, 2mM L- 
glutamine , 50U/ml de penicilline, 50ug/ml de streptomycine et 5% de serum AB de 
complement) et mis en presence de concentrations variables du peptide conforme a 
Invention (concentrations allant de lng/ml a 50ug/ml). Chaque concentration de peptide 
est testee en trip liquette pour s'afifranchir au mieux des variations biologiques. Des 
combinaisons multiples de peptides peuvent etre egalement testees dans la gamme de 
concentration indiquee, par exemple une combinaison resultant de l'association d'un 
mimotope de I'enveloppe avec un mimotope de la nucleocapside dans la gamme de 
concentration indiquee. Apres 5 jours de culture a 37 °c sous 5% C02, 0,5uci de thymidine 
tritiee est ajoute a chaque puits. Apres une nouvelle incubation de 16 heures, on recueille 
l'ADN cellulaire de chaque puits de culture sur des filtres apres precipitation a I'ethanol et 
on mesure le taux d'incorporation de thymidine tritiee a l'aide d'un compteur a scintillation 
liquide qui reflete l'intensite de la reponse lymphoproliferative. Les resultats sont exprimes 
sous la forme d'index de stimulation (moyenne des cpm des puits de culture lymphocytaire 
contenant une concentration donnee en peptide/ moyenne des cpm des puits de culture 
lymphocytaire sans peptide). La reponse lymphoproliferative est consideree comme positive 
lorsque l'index de stimulation est superieur a 3. 



WO 99/58561 



22 



PCT/FR99/01155 



Revendications 



1) Peptide pour le traitement therapeutique ou prophylactique de l'hepatite C, 
capable de reagir avec un anticorps specifique d'un antigene de structure du virus 
de l'hepatite C, comprenant une sequence en acides amines qui mime un epitope 
conformationnel d'un antigene de structure dudit virus sans toutefois correspondre 
a une sequence continue d'acides amines de cet antigene, caracterise en ce que ce 
peptide comprend notamment au choix les sequences la 7 



10 


SEQIDNO: 


1 


Gln-Leu-Ile-Thr-Lys-Pro-Leu 




SEQIDNO: 


2 


His-Ala-Phe-Pro-His-Leu-His 




SEQ ID NO : 


3 


Ser-Ala-Pro-Ser-Ser-Lys-Asn 




SEQ ID NO : 


4 


Gly-Glu-Thr-Arg-Ala-Pro-Leu 




SEQ ID NO : 


5 


Ser-Val-Ser-Val-Gly-Met-Lys-Pro-Ser-Pro-Arg-Pro 


15 


SEQIDNO: 


6 


Trp-Gln-Ser-Tyr-Pro-Met-Phe-Asn-Asn-Thr-Leu-Thr 




SEQ ID NO : 


7 


Met-Leu-Pro-Ser-Val-Leu-Asp. 



2) Peptide selon la revendication 1, pour laquelle 1'antigene de structure est 
represents par la capside ou l'enveloppe du virus de l'hepatite C. 

3) Peptide selon la revendication 2, pour laquelle I'anticorps specifique est dirige 
contre la capside et comprend au niveau de la region hyper variable CDR3 de la 
chaine lourde VH3 la sequence polypeptidique Asp-leu-Tyr-Tyr-Asp-Asp-Met- 
Ser-Tyr-Glu et au niveau de la region hyper variable CDR3 de la chaine legere 
Vlambdal la sequence Gly-Thr-Trp-Asp-Asn-Ser-Leu-Ser-Ala 



4) Peptide selon la revendication 2, pour laquelle Tanticorps specifique est dirige 
contre la capside et comprend au niveau de la region hyper variable CDR3 de la 
chaine lourde VH3 la sequence polypeptidique Asp-Pro-Leu-Glu-Tyr-Phe-Asp- 
Thr-Ser-Asp-Tyr-Asp-Phe-Val-Asp-Phe et au niveau de la region hyper variable 
CDR3 de la chaine legere Vkappa4 la sequence Gln-Gln-Tyr-Tyr-Ser-Thr-Pro 



35 

5) 



Peptide comprenant Tenchainement et/ou la repetition d'un ou plusieurs peptides 
selon Tune des revendications 1 a 4. 
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6) Conjugue comprenant au moins un peptide selon Tune des revendications 1 a 4 lie 
a une molecule pour induire ou renforcer l'immunogenicite dudit peptide. 

7) Vecteur recombinant comprenant une cassette d'expression fonctionnelle 
permettant l'expression d'un poly nucleotide codant pour un peptide selon Tune 
des revendications 1 a 5. 

8) Vecteur recombinant selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il est un 
adenovirus, un poxvirus, un baculovirus, un phage ou un plasmide. 

9) Composition therapeutique ou prophylactique de l'hepatite C, notamment destine 
a un usage vaccinal, dont le principe actif comprend un peptide selon Tune des 
revendications 1 a 5, le cas echeant conjugue selon la revendication 6, et /ou un 
vecteur recombinant codant pour ledit peptide selon Tune des revendications 7 et 
8. 



10) Composition selon la revendication 9 dont le principe actif est sous la forme d'une 
formulation associee a un adjuvant compatible permettant l'administration d'une 
dose efficace par voie muqueuse ou parenterals 

11) Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications 1 a 5 en tant que reactif 
pour le diagnostic de l'hepatite C et/ou de la susceptibilite a la chronicite en cas 
d'infection etablie par le virus de l'hepatite C, ledit diagnostic comprenant 
revaluation, a partir d'un echantillon de sang, de la reponse humorale et/ou a 
mediation cellulaire specifique de ce peptide. 

12) Utilisation d f un peptide selon Tune des revendications 1 a 5 en tant que reactif 
pour le diagnostic de l'hepatite C et/ou de la susceptibilite a la chronicite en cas 
d'infection etablie par le virus de l'hepatite C, ledit diagnostic comprenant 
revaluation de la reponse d'hypersensibilite retardee consecutive a l'administration 
intradermique ou sous cutanee de ce peptide. 



13) Utilisation d'un peptide selon l'une des revendications 1 a 5,le cas echeant d'un 
conjugue selon la revendication 6 et/ou d'un vecteur recombinant selon l'une des 
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revendications 7 et 8 pour la preparation d'une composition therapeutique ou 
prophylactique telle que celle revendiquee a la revendication 9, destinee au 
traitement ou a la prevention de l'hepatite C. 



5 
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Concentration en peptide inhibiteur 
log10(M) 



WO 99/58561 PCT/FR99/01I55 

3/4 




WO 99/58561 



4/4 



PCT/FR99/01155 



as 



X 

S3 
> 



140 
120 
100 
80 
60- 
40- 
20- 
0- 
-20- 



■D 



mAb2C6F6 




QLITKPL 
HAFPHLH 
SAPSSKN 



1 1 1 1 1 1 1 - 

10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 



Concentration en peptide inhibiteur 

log10(M) plCr-4 



WO 99/58561 



PCT/FR99/01155 



LISTE DE SEQUENCES 

<110> Pasteur Merieux Serum et Vaccins 

<120> Mimotopes du VHC 

5 <130> 9803 
<140> 
<141> 

<150> FR9806335 

<151> 1998-05-14 

10 <160> 11 

<170> Patentln Ver. 2.1 



15 <210> 1 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 
20 <221> PEPTIDE 
<222> () 

<223> Description de la sequence artif icielle : mimotope 
du VHC 

<300> 
25 <400> 1 

Gin Leu lie Thr Lys Pro Leu 
1 5 



30 

<210> 2 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
35 <220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1) . . (7) 

<223> mimotopes du HCV 

<220> 

40 <223> Description de la sequence artificielle: mimotope 
du VHC 
<400> 2 

His Ala Phe Pro His Leu His 

45 1 



<210> 3 
<211> 7 
50 <212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1) . . (7) 
55 <223> mimotopes du HCV 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: mimotope 

du VHC 
<400> 3 

60 Ser Ala Pro Ser Ser Lys Asn 
1 5 



<210> 4 
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<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1) . . (7) 

<223> mimotopes du HCV 

<220> 



<223> Description de la sequence artificielle: mimotope 



10 du VHC 

<400> 4 

Gly Glu Thr Arg Ala Pro Leu 
1 5 

15 



<210> 5 
20 <211> 12 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> PEPTIDE 
25 <222> (1) . . (12) 

<223> mimotopes du VHC 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: mimotope 
du VHC ^ 
30 <400> 5 

Ser Val Ser Val Gly Met Lys Pro Ser Pro Arq Pro 
1 5 io 



35 



40 



45 



50 



<210> 6 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<221> PEPTIDE 

<222> (1) . . (12) 

<223> mimotopes du VHC 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: mimotope 

du VHC ^ 
<400> 6 

Trp Gin Ser Tyr Pro Met Phe Asn Asn Thr Leu Thr 
1 5 10 



55 <210> 7 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Sequence artificielle 
<220> 
60 <221> PEPTIDE 
<222> (1) . . (7) 
<223> mimotope du VHC 



WO 99/58561 



3 



PCT/FR99/01155 



<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : mimotope 

du VHC 
<400> 7 

Met Leu Pro Ser Val Leu Asp 
1 5 



<210> 8 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Hydnophora rigida 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1) . . (10) 

<223> CDR3 de l'anticorps rFabC14 
<400> 8 

Asp Leu Tyr Tyr Asp Asp Met Ser Tyr'Glu 
1 5 io 



<210> 9 
<211> 9 
<212> PRT 

<213> Hydnophora rigida 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1) . . (9) 

<223> CDR3 de l'anticorps rFabC14 
<4 00> 9 

Gly Thr Trp Asp Asn Ser Leu Ser Ala 
1 5 



<210> 10 
<211> 16 
<212> PRT 

<213> Hydnophora rigida 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1) . . (16) 

<223> CDR3 de l'anticorps rFabC3 
<400> 10 

Asp Pro Leu Glu Tyr Phe Asp Thr Ser Asp Tyr Asp Phe Val Asp Phe 
1 5 io 15 



<210> 11 
<211> 7 
<212> PRT 

<213> Hydnophora rigida 
<220> 

<221> PEPTIDE 
<222> (1) . . (7) 

<223> CDR3 de l'anticorps rFabC3 
<4 00> 11 

Gin Gin Tyr Tyr Ser Thr Pro 
1 5 
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